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生物体中以六聚体 DNA 解旋酶的形式存在，参与 DNA 复制的起始及延伸过程。
然而，Mcm 蛋白在细胞中的表达量远远超出了 DNA 复制的需求，暗示了 Mcm
蛋白可能还存在一些其他功能。 
据报道，许多肿瘤中都出现了 Mcm7 的过表达。为了探究 Mcm7 在细胞癌
变过程中扮演的重要角色，我们通过一系列的实验，检测 Mcm7 是否影响肿瘤
抑制因子 P53 的功能。我们发现，Mcm7 是一个新的 P53 结合蛋白。我们在体内
及体外条件下，均证实了 Mcm7 与 P53 的结合。通过 GST-pull-down 实验，我们
发现 P53 的 C 末端结构域介导了与 Mcm7 的相互作用。 
我们运用荧光素酶报告基因实验，分析了 Mcm7 对 P53 转录活性的影响。
在 H1299 细胞中，我们发现过表达 Mcm7 会抑制 P53 介导的基因转录。在 A549
及 U2OS 细胞中，我们也得到了类似的结果。有趣的是，在 Hela 细胞中我们用
sh RNA 技术干扰 Mcm7 的表达后，P53 的半衰期从 20 min 延长至 40 min。然而，
在 A549 及 U2OS 细胞中，Mcm7 蛋白水平的变化并不影响 P53 蛋白稳定性。为
了进一步研究在 U2OS 细胞中 Mcm7 抑制 P53 转录活性的机制，我们在 U2OS
细胞中共表达 GFP-Mcm7 及 RFP-P53，发现了 Mcm7 与 P53 共定位于细胞质中。 
我们的研究发现 Mcm7 是一个新的 P53 作用蛋白。Mcm7 能够结合 P53，并
抑制 P53 介导的基因转录。Mcm7 与 P53 在细胞质中的共定位，暗示了 Mcm7
可能通过结合 P53，将 P53 束缚在细胞质中，P53 无法进入细胞核从事基因转录，


















The tumor suppressor P53 is one of the key tumor suppressors protecting 
against cancer and genetic abnormalities. Loss of P53 function contributes to the 
development of most cancers. P53 mediates the cellular response to various stresses 
by inducing either growth arrest, which prevents the replication of damaged DNA, or 
cell death (apoptosis), which is important for eliminating defective cells. 
The minichromosome maintenance (MCM) proteins consist of a group of 
conserved factors functioning in the replication of the genomes of archae and 
eukaryotic organisms. Among these, Mcm2-7 proteins are related to each other and 
form a hexameric DNA helicases implicated in the initiation and elongation of DNA 
synthesis. However, Mcm proteins are present in excess relative to origins of DNA 
replication, suggesting they may serve other functions.  
Some studies suggested that Mcm7 is a potential therapeutic target in human 
cancer. To understand the role of Mcm7 playing in tumorigenesis, we performed a 
series of experiments to test whether Mcm7 can regulate the function of P53. We 
identified Mcm7 as a novel interacting partner of P53. And, we demonstrated that 
Mcm7 can bind to P53 in vivo and in vitro. By GST-pull-down assay, we found the 
C-terminal domain of P53 was required for its interaction with Mcm7.  
We performed luciferase reporter assay to evaluate the effect of Mcm7 on P53 
transcriptional activity, and found that overexpression of Mcm7 inhibits P53-mediated 
transcription in H1299 cells. Similar results were obtained in A549 and U2OS cells. 
Interestingly, the half life of P53 increased from 20 min to 40 min in Hela cells after 
depletion of Mcm7 by sh RNA. While in A549 and U2OS cells, alteration of Mcm7 
level did not influence the stability of P53. To understand how Mcm7 suppress P53 
transcriptional activity in U2OS cells, we transfected GFP-Mcm7 and RFP-P53 
plasmids into U2OS cells, and found they colocalize in the cytoplasm.  
In conclusion, in this work we found that Mcm7 is a novel P53 interacting 
protein. Mcm7 binds to P53 and inhibits P53-mediated transcription. The cytoplasmic 















P53 and promote cancer cell proliferation.  
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1.1 P53 蛋白综述 
1.1.1 P53 蛋白 
    在细胞内众多信号通路调节蛋白中，P53 被认为是 重要的一种调节因子之
一。P53 作为序列特异的转录因子，能在不同条件下介导转录激活或抑制[1]。P53
蛋白 初是在 1979 年研究人的家族腺瘤样息肉病时被发现的。当时发现用 SV40




中克隆出的该 p53 基因是错义突变体而非野生型的 p53 基因。随着研究的进一步
深入，P53 作为一种主要的肿瘤抑制因子已经受到了普遍的认可。它参与细胞内
多种通路的调控，包括细胞周期阻滞、DNA 损伤修复、衰老、分化、凋亡等[3]。
由于 P53 功能的重要性及其调控网络的复杂性，多年来国内外专家学者对 P53
的研究热情依然有增无减。 
1.1.2 P53 蛋白结构 
编码 P53 蛋白的基因位于人类 17 号染色体短臂上，包含 11 个外显子。转
录翻译的野生型 P53 蛋白由 393 个氨基酸组成，蛋白分子量为 53kD。在正常细
胞内 P53 蛋白的半衰期为 6-20 min。 
P53 蛋白功能的多样性取决于其结构的复杂性。每一个 P53 单体在结构和功
能上被分为以下几个区域(图 1.1)： 
(1) N 端转录激活区(Transactivation Domain，TAD)，位于 20-60 位氨基酸区
域，能与特异的 DNA 序列上的转录元件相互作用，启动靶基因的转录。上世纪
九十年代初一篇报道开启了对 P53 生化机制的研究。Fields 等人发现在 P53 的 N
端有一个与经典的转录因子类似的酸性结构域[4]，他们利用 P53 的一个片段与酵
母 GAL4 的 BD 结构域进行杂交，发现 P53 的 N 端 1-73 肽段具有很强的转录活
性。1993 年，Unger 等人将这一区域缩短至 1-42 肽段[5]。后来发现 P53 的转录
















多种蛋白相互结合，其中就包括 P53 主要的 E3 泛素连接酶 Mdm2。P53 易被降
解，半衰期短的原因也在于此。 
(2) 脯氨酸富集区域，由 63-97 氨基酸序列组成，也称为 SH3 结构域，与 P53
介导的凋亡[6]及转录抑制有关[7]。 
(3) 中央高度保守的蛋白核心区域，由 102-292 位氨基酸组成，含有序列特
异的 DNA 结合结构域，也被称为 DNA-Binding core Domain(DBD)，导致 P53 丧
失其野生型生物学功能的突变位点多数都位于该区域内。该区域互相之间能紧密
结合，以此影响 DNA 折叠或成环，帮助 P53 结合到其靶基因的启动子上。体外
实验指出，P53 结合的双链 DNA 保守序列由一个双份的 10 碱基基序组成
(5'-PuPuPu-C(A/T)(T/A)GPyPyPy-3')。单份的基序不足以结合 P53，甚至在多拷
贝的基序中，一个基序的微小变化就会导致 P53 与 DNA 之间亲和性的缺失[8]。 
(4) 四聚化结构域，由 323-356 氨基酸序列组成。由于 P53 只有形成四聚体
后才能发挥功能，因此 P53 的突变体具有显性负效应，不仅等位基因编码的突变
体 P53 自身无功能，还能通过结合野生型 P53，抑制野生型 P53 的功能。 
(5) C 端无结构的碱性结构域(Carboxy-terminal unstructured basic Domain，
CTD)，由 363-393 氨基酸序列组成，能非特异地与 DNA 结合，并参与调节 DBD
结构域与 DNA 的结合。 
 
 
图 1.1 P53 结构及其作用蛋白 















注：本图引自 May, P. and E. May. Twenty years of p53 research: structural and functional aspects of the p53 
protein. Oncogene, 1999. 18(53); 7621-36. 
 
1.1.3 P53 蛋白在细胞内的功能 
1.1.3.1 P53 的转录调节功能 
p53 是一种肿瘤抑制基因，在大约 50%的人类肿瘤细胞中，p53 出现了缺失
或突变[9]。与其他肿瘤抑制基因中较常见的移码突变及无义突变相比，在人类肿
瘤细胞中，p53 错义突变占多数(约 75%)，因此有学者认为 p53 的某些错义突变
体“拥有原癌基因活性”[10]。 
P53 功能多样，首先 P53 作为一个转录因子，发挥转录调节作用，可以直接
调节上百种 RNA 聚合酶Ⅱ转录的基因，涉及范围包括细胞周期调控、发育、分
化、凋亡，基因扩增、重组，染色体分离以及细胞衰老等。P53 介导的转录调节





图 1.2 P53 在多种细胞信号通路中的中枢作用 
Figure 1.2 The critical role of P53 in multiple cellular stress pathways 
注：本图引自 Hofseth, L.J., S.P. Hussain, and C.C. Harris. p53: 25 years after its discovery. Trends Pharmacol Sci, 
















1990 年，基于酵母中的实验结果，科学家们提出了 P53 可能在转录方面发
挥作用。很快，P53 就被证明具有序列特异性的 DNA 结合活性[8]。为了更好地





越远，转录潜力越低[14]。P53 与靶基因序列的亲和性还与 P53 本身及 DNA 的
拓扑结构有关，P53 与 DNA 的结合依赖于其 DBD 结构域中 C176、C238 和 C242
螯合锌离子的能力。可想而知，在这些位点的突变会削弱 P53 的 DNA 结合能
力[15]。有研究指出，一旦与 DNA 结合，P53 的 DBD 结构域会诱导 DNA 发生
重大的结构弯曲，以利于 P53 四聚体的结合。 
P53 在各种胁迫刺激下被稳定，与靶基因的结合大大增强。尽管 P53 在正常
细胞内被维持在较低水平，依然能检测到相当数量的 P53 与其靶序列的结合。那
么，它是如何在这复杂的染色质环境中定位它的靶序列的呢？P53 含有两个不同
DNA 结合结构域的事实提供了一点线索：中央核心 DBD 结构域能特异地识别
P53 的 RE；C 端的碱性结构域(CTD)能非特异的结合 DNA，使 P53 沿裸露的 DNA
弥散开，CTD 的乙酰化还与 P53 的 DNA 识别有关，至于 P53 与其反应元件的结
合需要 CTD 的乙酰化还是结合了 DNA 的 P53 更易被乙酰化，至今还没有定论。
但有一点可以确定，体内外实验证实，缺失 C 末端的 P53 突变体(p53△C30)，结
合染色质 DNA 的能力被大大削弱[16, 17]。 
P53 能调控 RNA 聚合酶Ⅱ依赖的转录的起始及延伸过程。组蛋白的修饰对
于染色质结构的打开，以及整个转录复合体的结合是非常必要的。P21 的全面激




























或通过蛋白质相互作用抑制非 P53 靶基因的表达等[14]。 
(1) P53 直接结合到其反应元件上，并募集转录抑制辅因子。例如，通过




另一种说法是，与 P53 结合的 DNA 序列中间插入的无关核苷酸间隔长度有关，
0-1 个核苷酸影响不大，一旦延伸到 4 个，就会显著破坏其转录活性[26, 27]。 
(2) P53 与其反应元件的结合，竞争结合其他的转录激活因子，换句话说，
P53 的结合封闭了该反应元件，使其他转录因子无法激活该启动子。比如，在低
氧胁迫下，P53 与 alpha-fetoprotein promoter(AFP)结合，取代了转录激活剂 HNF3
的作用，抑制了 AFP 的表达。这类抑制机制还适用于其他一些基因，如 cdc25C[28]，
HBV[29]以及 pold1[30]。 
(3) P53 通过激活阻遏蛋白，抑制某些基因的表达。一个经典例子就是，
P53 诱导 P21 活化，抑制了 CDK 依赖的 Rb 蛋白磷酸化[31]，使 E2F 调节的基因
维持在失活状态。这类抑制的另一个例子就是 P53 依赖的 Slug 蛋白的转录激活。
在高剂量的γ辐射下，Slug 结合并抑制 puma 启动子，阻碍凋亡的发生。 
(4) P53 还能通过蛋白质相互作用，抑制不含 P53 结合保守序列的基因的
表达。cyclin B2 启动子含有 NF-Y 的识别序列，但是不含 P53 的识别序列，结合
















1.1.3.2 P53 与凋亡 







1.3)。P53 的错义突变主要位于 DNA 结合结构域，暗示了其转录活性与凋亡之间
的关系。P53 诱导的凋亡相关基因，包括 P53 诱导基因(p53-inducible genes，PIGs)
以及那些编码 Bax、Fas/CD95、死亡受体 4(DR4)、死亡受体 5(DR5)、Bid 的基


















图 1.3 P53 介导的凋亡模型 
Figure 1.3 A model of P53-mediated apoptosis 
注：本图引自 Hofseth, L.J., S.P. Hussain, and C.C. Harris. p53: 25 years after its discovery. Trends Pharmacol Sci, 




剂(second mitochondria-derived activator of caspase，SMAC)、凋亡诱导因子
(apoptosis inducing factor，AIF)、核酸内切酶 G。由抗凋亡蛋白 Bcl-2、Bcl-Xl 及
促凋亡蛋白 Bax、Bak、Bid、NOXA、PUMA 组成的 Bcl-2 家族蛋白，负责整合
各种细胞凋亡信号，并调节线粒体膜的完整性。P53 的激活，能够直接或间接的
调节这些蛋白及线粒体膜通透性相关蛋白的表达，以控制在凋亡过程中线粒体蛋
白的释放。有文章指出，P53 蛋白能够通过 DNA 结合结构域结合并抑制 Bcl-2
和 Bcl-Xl，直接渗透线粒体的外膜，导致细胞色素 C 的释放[34]。由于突变位点
大部分位于 P53 的 DNA 结合区，P53 的突变将同时影响 P53 转录依赖及转录非
依赖两条途径对凋亡的作用。 
1.1.4 P53 蛋白的修饰 
P53 主要受到翻译后修饰(posttranslational modifications，PTMs)的调控，通
常位于其氨基端或羧基端，当然也有部分位于 DBD 结构域。这些修饰通过整合








P53 的泛素化 早发现于乳头状瘤病毒感染的细胞中，由病毒 E6 及 E6-AP















泛素连接酶 Mdm2 的调控，Mdm2 能结合 P53 并将其靶向蛋白酶体中降解[37]，
将 P53 维持在较低的表达水平下[37]。许多研究表明，Mdm2 介导的 P53 泛素化
不仅与 P53 的降解有关，还能介导 P53 的出核。2003 年，顾伟的研究小组发现
了 Mdm2 介导 P53 不同功能的分子机制，低水平的 Mdm2 活性诱导 P53 的单泛
素化，进而引起 P53 出核；高水平的 Mdm2 促进 P53 的多聚泛素化及细胞核内
降解[38]。这两种不同的机制对应于细胞内不同的生理条件：在 DNA 损伤的后期
或者 Mdm2 恶性过表达时，会引起 P53 的多聚泛素化降解，而在无胁迫细胞中，
Mdm2 对 P53 的单泛素化及随后的胞质定位，发挥了主要作用。 
2004 年一篇 Nature 文章首次发现 COP1 在哺乳动物细胞内的第一个直接底
物 P53[39]。COP1 通过泛素依赖的蛋白酶体途径介导 P53 的降解，削弱 P53 下游
基因 p21 及 bax 的转录活性并抑制 P53 依赖的凋亡。利用 Si RNA 技术敲低 COP1
蛋白水平后，P53 蛋白水平急剧上升。说明 COP1 在无胁迫刺激细胞中，调节 P53
的本底水平。同时，COP1 与 Mdm2 一样也是 P53 下游靶基因，参与 P53 的负反
馈调节。泛素蛋白连接酶 Pirh2，可以在体内体外条件下直接结合 P53，结合区
为 P53 的 DBD 结构域，其基因的表达受 P53 调控，UV 处理下 P53 能上调 Pirh2
基因的表达。因此 Pirh2 也是通过负反馈的方式降解 P53，但是该降解不依赖
Mdm2。Pirh2 抑制 P53 的功能，包括 P53 依赖的转录激活和生长抑制[40]。 
2005 年，ARF-BP1 (也称 Mule、Hect H9 等)作为 ARF 的一个重要的结合因
子被发现，并在 ARF 介导的肿瘤抑制机制中发挥重要作用。在 P53 野生型细胞
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